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o
o 4 8 12
Time　（h）
16 20 24
Cumulative　Lymphatic　Transport　ef　Total　Drug　after　Ora｝
Administration　of　Various　Formulations　to　Rats　at　a　Dose　of　O．406
mmol／kg　5’一DFUR　or　C　IO－5”DFUR
　　　D，　5’一DFUR’W　（n＝4，　5　ml！kg　aqueous　solution）；　O，　5’一DFUR＋LM
（n＝3，　8．6　mYkg　o／w　emulsion）；　一，　C　IO－5’一DFUR－W　（n＝3，　5　m］／kg
aqueous　suspension）；　A，　C　IO“5’一DFUR－S　（n＝4，　O．98　ml／kg　oil　solution）；
e，　CIO‘5’一DFUR’L　（n＝3，　6．76　mllkg　aqueous　suspension）；　e，
CIO’5’一DFUR－LM　（n＝3，　8．6　ml！kg　o／w　emulsion）．　The　volume／kg　of
CIO’5’一DFUR’S　and　C　IO“5”DFUR“L　were　coincided　with　the　volume／kg
of　each　component　in　LM．　Each　value　represents　the　mean±S．E．．
Table　17　CumulativeLymphaticTransport　ofProdrug，　Its　Metabolizes，　and　Total
Drug　（O－24hr）　after　Oral　Administration　of　Various　Formulations　to
Rats　at　a　Dose　o　f　O．406　mmo　l／kg　5LDFUR　or　CIO－5LDFUR
DiestersMonoester　5’一DFUR　5－FU
　　　　　（meaR±S．E．，　nmo　l）
Total　drug
5’一DFUR－W
5’一DFUR十LM
Cle一一5’一DFUR－W
CIO－5LDFUR－S
ClO－5’一DFUR－L
　e．　2±　o．　2
127．　6　±　84．　4
55．　1±　38．　7
ClO－5’一DFUR－LM　237．6±76．7
O．　2±　O．　6
6．　2±　6．　5
9．　8±　7．　2
53．　7±　5．　e
209．8±58．6　9．3±1．8
152．2±21．2　ll．8±1．9
　18．4±3．7　O．5±O．3
197．4±78．4　3．5±1．4
228．0±73．4　10．9±4．3
317．0±28．5　6．7±3．2
219．　1　±　60．　3
164．　0　±　22．　9
　18．　9±　3．　6
334．9±163．2
303．8±123．0
615．0±125．8
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Table　18　Total　Lymph　Output　（O－24hr）　after
　　　　　　Oral　Administration　of　Various
　　　　　　Formulations　to　Rats　at　a　Dose　of
　　　　　　O．406　mmo　l／kg　5’一DFUR　o　r
　　　　　　CIO－5LDFUR
Total　lymph　output
（meait±S．E．，　ml）
5’一DFUR－W
5’一DFUR十LM
ClO－5’一一DFUR－W
ClO一一一・5’一DFUR－S
CIO一一5LDFUR－L
ClO一一5’一DFUR－LM
13．　6±　2．　4
14．2±1．0
13．　8±　1．　0
14．8±1．1
ユ4．8±2．2
14．　9±　O．　7
　C10－5’一D：FUR－LM投与後のリンパ液中正薬物移行量は，他の製剤のそれと比較して
極端に高くなり，薬物のリンパ系送達には，プロドラッグをLMに含有させることが
有用であることが示された．C10－5’一DFUR－LM投与では，リンパ液中C10・5’・DFUR
回収量が特に高いことが特徴的である．これは，LMに含有させ投与することで消化
管管腔での薬物放出やCIO・5’一DFURの加水分解を受け難く，効率的にリンパに移行
したためと考えられる．今後，更なる検討は必要であるが，もし，LMがこのような
代謝から薬物を保護する作用を有するなら，腸管組織中での5・FUへの代謝を防ぐこ
とにより，消化管への副作用が軽減できるかもしれない．
第4節　小括並びに考察
　抗癌剤のプロドラッグを液状のリピッドマイクロスフィアに含有させることにより，
経口投与による薬物のリンパ系デリバリーを試みた．5’・DFURの糖部水酸基をn’デ
カン酸でアシル化した5’一D：FURプロドラッグは高い親油性を示した．そのプロドラ
ッグを含有させ調製したマイクロスフィアは，200nm程度の粒子径を示した．
　5’一D：FURを水溶液として，あるいは：LM製剤に添加して投与した場合，血漿中
5’・D：FUR濃度は速やかに消失したが，　C　10・5’・DFUR製剤の投与の場合，血漿中の
C10－5’一D：FURはほとんど検出されなかったものの，全ての製剤で24時間までの血漿
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中5’・DFUR濃度の持続が観察された．リンパ系にはC10・5’・DFURが検出されている
ことから，少なくとも一部はC10－5’・DFURとして吸収されていると考えられるので，
この血漿中5’一D：FUR濃度の持続は，親油性プロドラッグであるCIO・5’一DFURが吸収
された後，リンパ系や細胞膜等の脂溶性部分に分布し，それから徐々に5’・DFURを
生じたことによると思われる．5’一DFURを含めた5－FU系の代謝拮抗薬は，時間依存
的な作用機序を有することから，この血漿中濃度の持続は薬効の面で有利に働くかも
しれない．
　リンパ系への薬物送達を評価した結果，C10・5’・DFURをカイロミクロン原料であ
るダイズ油やレシチンと共に投与することにより，リンパ系への薬物送達が高まるこ
とが示されたが，C10－5’一DFURをLMに含有させて投与した場合，リンパ系への薬
物デリバリーが最もすぐれており，薬物のリンパ系送達には，プロドラッグをLMに
含有させて投与する方法が有用であることが示された．CIO－5’・DFUR・：LM投与では，
リンパ忌中C10－5’一DFUR回収量が特に高いことが特徴的であり，レシチンやダイズ
油が消化されて吸収されるのに対し，：LMは平均粒子径200nm程度の安定なエマル
ション微粒子であり（Table　15），一部はバイエル板や細胞間隙を通り，直接吸収され
ることも考えられ，66－68）その効果により，効率的にリンパに移行したと考えられ
る．
　本章において，5’・DFURの親油性プロドラッグを合成し，：LMに含有させてラット
に経口投与した．プロドラッグ含有：LMの投与により，血漿中濃度の長時間の持続と
薬物の高いリンパ系送達を得ることに成功した．さらなる検討は必要であるが
5’一D：FURのリンパ系送達を高めたこの投与法は，癌の転移予防やリンパ系が関わる癌
の治療に，有効性を発揮するものと期待される．
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結論
　現在，薬物のターゲティングを目的とした微粒子キャリアーを用いた技術に関して
多くの検討がなされており，種々薬物で，薬効の増強や，副作用の軽減が報告されて
いる．すでにパルミチン酸デキサメタゾンやプロスタグランジンE1を含有させたリピ
ッドマイクロスフィアは商品化され，アムホテリシンB含有リボソームについても臨
床試験段階にある．今後も，様々な薬物について，種々機能を有する素材を用いて調
製された微粒子キャリアーがDDS製剤として開発されていくに違いない．このよう
な状況の下，著者は，薬物と微粒子キャリアー素材の物性と両者を組み合わせて得ら
れる製剤の特性の関係を明確化することは，より優れた製剤を開発する上で必要不可
欠と考えた．
　本研究においては，薬物をプロドラッグ化することによる薬物の物理化学的性質の
積極的な変更と，種々物性を有するマイクロスフィア素材の適切な選択により，微粒
子キャリアーが持つべき3つの性質，すなわち効率的かつ安定に薬物を保持し，目的
とする部位に効率よく移行し，そしてそこで理想的な速度で薬物を放出する特性を有
するMSの調製が可能であることを示した．その結果を以下に要約した．
1．水溶性の抗癌剤を親油性のプロドラッグにすることにより，親油性の生体内分解
性高分子で調製したマイクロスフィアの中に抗癌剤が効率的に保持され，抗癌剤の生
体内での徐放化により，抗癌剤の効力を高めることが可能であることを示すとともに，
その製剤設計における問題点を明らかにすることを目的として検討を行った．FUdR
の糖部3’，5’位水酸基を種々直鎖飽和脂肪酸でアシル化したFUdRジエステルプロドラ
ッグは，広範囲な物理化学的性質を示した．水中乾燥法で調製したP：LA・MSや
P且BMSへのプロドラッグの取り込みは，プロドラッグのアシル基を長くし，親油性
にすることにより改善された．1bオ加。において，PLA－MSからのC4・FUdR，　C5一：FUdR，
C6－FUdRやPHB－MSからのC5－FUdRの放出は，適度に徐放化され，加卿。にお
いても高い抗腫瘍効果を示し，この投与方法が有効であることが示された．しかし，
in　vitroにおける生体内成分を含んだ条件での放出実験の結果，特に高い効果を示した
C6・FUdR含有PIA－MSからの薬物放出速度が生体内成分濃度依存的に速くなること
が明らかとなった．この問題は，血卿。において最適な放出速度になるよう製剤を設
計する上で障壁となると考えられるが，その原因の究明と改善策には放出メカニズム
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の理解が必要であると考えた．
2．血卿。において最適な放出速度を示す製剤を設計するための基礎検討として，
種々物性の異なる高分子マイクロスフィアからの種々物性の異なる薬物の放出メカニ
ズムを明らかにし，両者の物性と放出メカニズムの関係の解明を試みた．その結果，
結晶性高分子であるP：LAで調製したP：LA・MSからの薬物放出メカニズムは，薬物が
存在するマトリックスに形成された割れ目や穴に外液が浸入して）．その外液に薬物が
溶解し，その外液中を薬物が拡散して外へ放出されるものと考えられた．また，その
放出速度は主に薬物含有率に影響を受けることが明らかとなり，含有率を調節するこ
とで放出速度を変更できること，およびその処方設計の自由度においても親油性の薬
物が有利であることが示された．一方，EVAやPL▽で調製したゴム状態のマイクロ
スフィアからの薬物放出メカニズムは，両者ともマトリックスを形成する高分子実質
中の薬物拡散によるものであると考えられ，薬物のマトリックス中の溶解状態は薬物
および高分子の親油性と含有率により決定することが示された．PL▽一MSからの薬物
放出の律速段階は，P：LA・MSとは異なりマトリックス実質中の拡散であるので，外液
の組成に影響を受けないことが併せて示された．この結果から，血卿。においても計
画された放出速度が得られるように製剤を設計するためには，結晶性高分子よりゴム
状態を呈する高分子を用いる方が有利であると考える．ゴム状態では保存時の製剤の
安定性などに問題が生じる可能性があるので，保存時はガラス状態で，放出が望まれ
る標的部位の温度においてゴム状態を呈するPL▽のような高分子材料が放出制御の
面では理想的であると思われる．
3．マイクロスフィアによる標的指向化の一例として，抗癌剤のプロドラッグを液状の
LMに含有させることによる経口投与後の薬物のリンパ系デリバリーを試みた．
5’一DFURの糖部2’，3’位水酸基をπデカン酸でアシル化したC10－5’・DFURは高い親油
性を示した．そのプロドラッグを含有させて調製した：LMは，200nm程度の粒子径を
示した．プロドラッグ含有：LM，プロドラッグ懸濁液，5’・DFUR水溶液，5’一D：FUR添
加：LMをそれぞれラットに経口投与し，投与後の血漿中薬物濃度と薬物のリンパ移行
量を測定した．その結果，5’一D：FUR投与後の血漿中5’一DFURは速やかに消失したが，
プロドラッグの投与で，血漿中5’・DFUR濃度の持続が観察された．プロドラッグ含有
：LM投与後の薬物リンパ系移行性は特に高く，この投与方法がリンパ系へのターゲテ
ィングに関して有用であることが示された．この効果は，：LMがカイロミクロンの原
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料から形成されていること，および：LM微粒子の一部がプロドラッグを封入したまま
消化管膜を通過して直接リンパ管に移行すること，そして脂溶性のプロドラッグがそ
れと運命を共にすることが関係すると考えられた．
　上述した本研究における研究結果は，微粒子キャリアーを開発する上で素材と薬物
の物性の関係が重要で，それら物性やそれにより得られる特性を把握して利用するこ
とが優れた微粒子キャリアーの開発において必要であることを示している。今後益々
活発に開発される微粒子キャリアーの設計に本研究結果がいささかの知見を与えられ
ればと考える．
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実験の部
第1章　実験の部
（1）材料
　：FUdRは，ヤマサ醤油㈱より提供された．アルカリ処理ゼラチンは，新田ゼラチン
㈱より，ポリ：L・乳酸（：P：LA，　P：LA－6：K，　MW：6，000）は三井東圧化学㈱よりそれぞれ提
供された．ブタ肝エステラーゼ懸濁液（3．2M（NH4）2SO4溶液，2，600　units／ml）は，シ
グマ社より購入した．懸濁液は，0．1Mリン酸塩緩衝液（pH：7．4）で希釈し，200units／mI
とした．その液をメンブランフィルター（0．45μm）で濾過し，濾液は5℃以下で冷蔵
保存した．この液は，調製後，50時間までのものを用いた．牛血清アルブミンは，和
光純薬㈱より購入した．その他の試薬は，市販特級品を購入し，そのまま用いた．
（2）3’，5’・Diacyl－FUdR（Cn・：FUdR：diaetyl（n＝2）～didodecanoy1（n＝12））の合成法
　C2一：FUdR～C12－FUdR（Table　1）は，　Nishizawa等の方法47＞に従い以下のように
合成した．各29のFUdRを少量の4一メチルアミノピリジンとともにピリジン（20m1）
に溶解させた溶液に，それぞれの酸無水物（メタン酸～n一ドデカン酸）を2．5倍当量加え，
室温で終夜反応させた．反応液は，減圧下でピリジンを収去し，残査にジクロロメタ
ン（10m1）を加えて溶解させた．その溶液を0．1N塩酸および炭酸水素ナトリウム水溶
液で洗浄後，減圧下ジクロロメタンを留朝した．得られた組成物は，ジクロロメタン
を移動式にシリカゲルカラムにより分離精製した．
（3）薬物の融点測定法
薬物の融点は，融点測定器（MPS－3，柳本）により測定した．
（4）薬物の分配係数の測定法
　FUdRおよびCn－FUdRの見かけの分配係数は，　n・オクタノール／0．1Mリン酸塩緩
衝液（pH7．0）系で測定した．　C2・FUdRからC6－FUdRの場合，少量のn一オクタノール
（0．5～1．Oml）に薬物（10～50mg）を溶解し，緩衝液（45m1）を加え，室温で薬物を分配さ
せ，水層中の薬物濃度は，分光光度計を用い268nmの吸光度で測定した．　C8－FUdR
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の場合は，上記方法により薬物を分配させた後，水層中の薬物濃度を濃縮するために，
以下の操作を行った．水層から40mlの緩衝液を分取し，クロロホルム（2　ml）で抽出し
た．そのクロロホルムをN2ガスで留去後，残査をメタノール（1ml）に溶解させ，薬物
濃度をHP：LCで測定した．
　：FUdRの場合，緩衝液（1m1）にFUdR（20mg）を溶解し，πオクタノール（10m1）を加
え分配させた後，有機層から5mlを分取し，分取液より精製水（2m1）で6回薬物を抽
出した．その抽出液態薬物濃度をHPLCで測定した．
　分配係数は，有機i畑中の薬物濃度を水層中薬物濃度で割ることにより計算した．
（5）薬物の溶解度測定法
　C2・FUdR～C6・FUdRをそれぞれ精製品に懸濁させ，水平振とう器（37℃）中で振と
うした．薬物濃度が平衡に達した後，遠心分離し，その上澄をメンブランフィルター
（0．45μm）で濾過した．この溶液中薬物濃度をH：P：LCにより測定した．親油性の高い
C8－FUdR，　C　10－FUdRについては，多量の薬物飽和溶液により薬物吸着を飽和させ
た実験器具を用いた．飽和溶液中薬物濃度を濃縮するために，クロロホルムにより抽
出し，N2ガスでクロロホルムを留立後，残査をメタノールに溶解させ，薬物濃度を
且PLCにより測定した．
（6）P：LA・MS及びP且B・MSの調製法
　PIA・MS及びPHB－MSは，　Wakiyama等の方法6）に従い以下に記した水中乾燥法
により調製した，PLA．あるいはPHB（100mg）とCn一：FUdR（PILA・MSの場合20mg，
PHB－MSの場合30mg）をジクロロメタン（2ml）に溶解した．また，ジクロロメタンに
溶解しないFUdRはジクロロメタン中でソニケーターにより分散させた．これらジク
ロロメタン溶液あるいは懸濁液を，プロペラ式油搾器（MDCスターラ，東京理科機械
㈱）により500rpmで撹拝させた100mlビーカー中の1％ゼラチン溶液（90m1）に注入し，
35分後，G4ガラスフィルターで濾出した．精製水で洗浄後，18時間減圧乾燥し
P：LA・MSあるいはPHB－MSを得た．
（7）MS中薬物含有率の測定法
MS中Cn・FUdRの含有率（drug∠MS，（w／w）％）は，　MSをクロロホルムに溶解させ，
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その溶液中の薬物濃度を分光光度計を用い268nmの吸光度で測定し算出した．クロ
ロホルムに溶けないFUdRについては，クロロホルムにMSを溶解後，精製水でFUdR
を抽出し，その水溶液中の薬物濃度を分光光度計を用い268nmの吸光度で測定し算
出した．
（8）MSの粒子径測定
　粒子径は，適当量のMSをスライドガラス上にのせ，少量の精製水を加えてカバー
ガラスで固定し，光学顕微鏡（BH－2，オリンパス光学工業㈱）下，無作為にMS，100
個のグリーン径を測定し，算術平均値を求めた．
（9）加沈roにおけるMSからの薬物放出実験法
　比較的溶解度の高いCn一：FUdRを含有するMSからの薬物放出実験は，放出液に
0．01％Tween　80含有生理食塩液を用い行った．精密に秤量したそれぞれのMSを三
角フラスコに入れ，放出液を加えた．そのフラスコを水平振とう器（37℃）中で振とう
させ，経時的にサンプリングした．サンプリングでは，放出組中のシンク条件（薬物の
飽和溶解度の10％以下の濃度）を保つために，適当量の放出液を分取し，適当量の新
しい放出液を加えた．サンプル中薬物濃度は，分光光度計を用い268nmの吸光度で
測定した．
（10）エステラーゼを含有する試験液へのP：LA－MSの薬物放出実験方法
　C4－FUdR～C12・FUdR含有PLA－MSについて，放出液にブタ肝エステラーゼを含
有する0．1Mリン酸塩緩衝液を用い，（9）と同様の方法で放出実験を行った．サンプル
中薬物濃度（FUdRとプロドラッグ濃度）は，　H：PLCにより測定した。なお，エステラ
ーゼを含有する放出液は，実験開始後24時間毎に新しい放出液に全量交換した．
（11）アルブミンを含有する試験液へのP：LA－MSからの薬物放出実験法
　C4－FUdR～C6・FUdR含有PIA・MSについて，牛血清アルブミンを含有する0．1M
リン酸塩緩衝液を用い，（9）と同様の方法で放出実験：を行った．サンプル中薬物濃度は，
HP：LCにより測定した．
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（12）HPLCを用いた薬物定量法
絶対検量線法を用い薬物の定量を行った．以下にその測定条件を示す．
・機種：LC－6A，　SPD・6A（島津製作所㈱）
・カラム：Nucleosi1　C18（5μm，4．6×150mm）
・検出波長：270nm
・流速：1．OmYmin
・注入量：20μ1
Table　l9　Mobile　Phase　for　HPLC
Compound buffera）　：　methanol
C2－FUdR
C3－FUdR
C4－FUdR
C5－FUdR
C6－FUdR
C8－FUdR
CIO－FUdR
C12－FUdR
FUdR
　70　：　30
　se　：　se
　30　：　70
　20　：　80
　15　：　85
　10　：　90
　5：　95
　2：　98
95　：　5　：　O．lb）
a）　O．e2　M　Acetate　buffer　（pH　4．0）．　b）　Water
acetonitrile　：　acetic　acid．
（13）血が四マウスP388白血病細胞に対する抗腫瘍効果測定法
実験：動物には，静岡実験動物より購入した4週令の雌lk　CDF1マウス（20～23g）を用
いた．購入したマウスを馴化させるため，4～6週間飼育した後，8～10週令のマウス
を実験：に用いた．106個のP388白血病細胞をマウス（1群5匹）腹腔内に移植し，24時
間後，腹腔内にFUdR溶液，　Cn・FUdR懸濁液あるいはMS懸濁液を投与した．FUdR
溶液とCn・FUdR懸濁液の場合は，1回投与と1日1回5連投した．　MS懸濁液の場
合は，1回投与のみ行った．抗腫瘍効果は，無処置群（contro1）に対する処置群
（treatment）の延命日数の比（T／C，％）で評価した．癌細胞をマウスに移植した日（0日
目）と5日後に測定した体重変化を副作用の指標とした．
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第2章　実験の部
（1）材料
　FUdR，　Cn－FUdR，　PLA，ブタ肝エステラーゼ及びアルカリ処理ゼラチンは，実験
の部第1章（1，2）と同様である．p”ヒドロキシ安息香酸エチル，プロピル，ブチルエス
テル（PE，　PP，　PB）は，東京化成工業㈱から購入した．エチレン・酢酸ビニル共重合体
（EVA，　EVA：FLEX⑧260，酢酸ビニル28％含有）は三井デュポンポリケミカル㈱から
供与された．：L一乳酸δ一バレロラクントン共重合体（P：L▽，L一乳酸：δ・バレロラクント
ン＝　90：10mo1％，　MW　11，500，　Tg＝25℃）は，多木化学㈱から購入した．他の試薬は，
市販特級品を購入し，そのまま用いた．
（2）薬物の分配係数測定法
　PE，　PP，およびPBの見かけの分配係数は，ジクロロメタン／水系で測定した．各
薬物をジクロロメタン（4m1）に溶解し，精製水（4m1）を加え室温で10分間混液を振とう
した後，4℃下48時間放置した．水層中の薬物濃度は，HP：LCを用い測定した．
（3）PIA－MS，　EVA・MS，及びPLV－MSの調製法
　FUdRあるいはC3・FUdR～C6・FUdRを含有させたP：LA－MS及びC3・：FUdR～
C6一：FUdRを含有させたEVA－MSは，実験の部第1章（6）と同様の方法で調製した．調
製時にPLAあるいはEVA（100mg）に添加した薬物量は，それぞれTable　8とTable　9
に示す．
　P：LV－MSの調製は4℃以下の条件下で行った．　PE，　PPあるいはPB含有PL▽一MS
の場合の調製において，PLV（100mg）に添加した各PE，　PP及びPB量をTable　11
に示す．高分子（100mg）とそれぞれの薬物をジクロロメタン（2m1）に溶解し，これらジ
クロロメタン溶液を，4℃の下，プロペラ式油搾器により500rpmで撹搾させた100ml
ビーカー中の1．5％ポリビニルアルコール溶液（90ml）に注入し，3時間撹搾後，冷水で
洗浄し，凍結乾燥させてPLV・MSを得た．
　C4・FUdR含有PL▽・MSの場合，　PL▽（100mg）とC4・FUdR（10mg）をジクロロメタ
ン（4ml）に溶解し，このジクロロメタン溶液を氷冷下超音波処理（150W）を受けている
200m1ビーカー中の1．5％ポリビニルアルコール水溶液（90m1）中に注入した．3分間超
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音波処理後，4℃に保ったまま2000rpmで6時間i麗搾した．　i麗搾後，冷水により洗浄
し，凍結乾燥させてPLV－MSを得た．
（4）MS中薬物含有率の測定法
MS中の薬物含有率は実験の部第1章（7）と同様の方法により分光光度計を用い測定
した．なお，PE，　PP，　PBの濃度は，253nmの吸光度により測定した．
（5）MSの粒子径測定法
　P：LA－MS及びEVA－MSの粒子径は実験の部第1章（8）と同様の方法により測定した．
PL▽一MSの場合は，　PLV・MSを精製水に分散後，レーザー回折式粒度分布測定装置
（SA：LD・1，100，島津）により，粒度分布を測定し，メジアン径を求めた．
（6）ln　ntroにおけるP：LA・MSからの薬物放出実験法
　種々のPLA－MSの粒子径を等しくするために，籠過法により120・meshのふるいを
通過し150－meshのふるい上に残る粒子径のP：LA－MSを実験に用いた．以下，実験の
幽幽1章（9）と同様の方法により放出実験を行った．サンプル中の薬物濃度は，H：P：LC
を用い，実験の春心1章（12）と同様の条件により測定した．
（7）ln　ntroにおけるEVA・MSからの薬物放出実験法
　実験の部第1章（9）と同様の方法により放出実験を行った．サンプル中の薬物濃度は，
分光光度計を用い268nmの吸光度で測定した．
（8）薬物のEVA膜透過実験法
　EVA膜は，100℃，500kg／cm2で5分間加圧することにより厚さ約0．2mmに調製
した．厚さを測定したEVA膜を片側セルの容積が2．3m1で有効拡散面積が0．95cm2
の2チャンバー拡散セルに挟み，片側にC3・FUdR，　C4－FUdRもしくはC5一：FUdRの
精製塩で調製した懸濁液を，反対側に精製水を加えて37℃に保った．C6－FUdRに関
しては，溶解度が低く，シンク条件の維持が困難だったため実験を行わなかった．
　膜を透過した薬物濃度はHP：LCを用い，実験の部第1章（12）と同様の条件により測
定した。
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（9）C5－FUdR含有EVA球形マトリックスの調製法
　直径が0．13cmでC5・：FUdRを溶解度以下の濃度で含有するEVAの球形マトリック
スを水中乾燥法で調製した．EVA（100mg）とC5一：FUdR（7mg）をジクロロメタン（1ml）
に溶解し，300rpmで撹搾した1％ゼラチン水溶液（90m1）中に分散した．撹搾時間は室
温で45分間とし，他の条件は実験の部立1章（6）と同様である．
（10）　■n　vitroにおけるEVA球形マトリックスからのC5・FUdR放出実験法
　一粒のEVA球形マトリックスの重量と粒子径を測定した後，生理食塩液を入れた
試験管に投入した．その試験管を37℃に保ち振とうし，経時的に放出液を全量交換し
た．放出西中の薬物濃度は，分光光度計を用い268nmの吸光度で測定した．
（11）　in　VitrOにおけるPLV・MSからのPE，　PP，あるいはPB放出実験法
　P：LVのTg以上の温度で，薬物放出速度を評価するため，42℃で放出液に精製水を
用い，実験の部第1章（9）と同様の方法により放出実験を行った．放出液中の薬物濃
度は，H：PLCにより測定した．比較のため17℃での放出実験も同様に行った．
（12）PL▽一MSの薬物放出におよぼすp且とエステラーゼの影響を評価するための方
　　法
　PB含有PL▽一MSからの薬物放出実験は，37℃で実験の部第1章（9）と同様の方法
により行った．放出液には，精製水，0．1Mリン酸塩緩衝液（pH7。4），0．01M　Na2H：PO4
水溶液（pH8．5），及び2．3　units／mlブタ肝エステラーゼを含有する0．1Mリン酸塩緩
衝液を用いた．放出藩中の薬物濃度は，H：P：LCにより測定した．
（13）PL▽一MSからのC4・FUdR放出におよぼす温度の影響を評価するための方法
　P：LV－MSからのC4一：FUdR放出におよぼす温度の影響を評価するために，各温度（42，
37，32，27，22，17℃）で放出液に精製水を用い，実験の部第1章（9）と同様の方法に
より実験を行った．放出液中のC4・FUdR濃度は第1章（12）と同様HPLCにより測定
した．
（14）見かけの放出速度定数（kH）の算出方法
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　各MSからの薬物放出プロファイルから見かけの放出速度定数（kH）を，　Aso等の方
法54）に従って求めた．すなわち，時間の平方根に対し薬物放出率をプロットした
：Linear　Higuchi　plotとし，その直線の傾きからkHを求めた．
（15）且P：LCを用いたパラベン類の定量法
絶対検量線法を用い薬物の定量を行った．以下にその測定条件を示す．
　　　・機種：：LC－3A，　S：PD－2A（島津製作所㈱）
　　　・カラム：LiChrospherRP　18e（5μ　m，4．0×250mm，メルク）
　　　・検出波長：253：nm
　　　・流速：1．Om1／min
　　　・注入量：20μ1
Table　20　Mobile　Phase　for　HPLC
CompouRd water　：　acetonitrile
p－Hydroxybenzoic　acid
PE
PP
PB
85a）：　15
60　：　40
50　：　50
40　：　60
a）　O．1％　Phosphoric　acid．
第3章　実験の部
（1）材料
　精製卵黄レシチン（PL100E）は，キューピー（株）より供与されたものを用いた．
5’・Deoxy・5－fiuorouridine（5’・DFUR）はシグマ社より購入した．ブタ肝エステラーゼ
（エステラーゼ懸濁液，2，530units／m1）は，シグマ社より購入した．エステラーゼ懸濁
液は，0．1Mリン酸塩緩衝液（p且7．4）で希釈し，実験の部品1章（1）と同様の方法によ
りエステラーゼ溶液（200units／ml）を調製及び保存した．他の試薬は市販特級品を購入
し，そのまま用いた．
（2）2’，3’・Didecanoy1・5’一DFUR（C　10・5’一DFUR）の合成法
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　C10・5’・D：FURはNishizawa等の方法47）により合成した．すなわち，5’一D：FUR（1g）
をピリジンに溶解させ，0℃下，∬デカン酸クロリドを3倍等量滴下し，室温で2時
間放置した．n’デカン酸クロリドを分解するため，0℃下，メタノールを加え，室温で
1時間撹拝した．酢酸エチルを加え，10％塩酸及び炭酸水素ナトリウム水溶液で洗浄
後，溶媒を減圧下で留註し，得られた組成物をn一ヘキサン：酢酸エチル（8：1）を移動相
にシリカゲルカラムにより，分離，精製し，ClO－5’一D：FURを得た．化学構造は，1H：一NMR
とMSにより確認した．純度は，且P：LCにより98％以上であることを確認した．
（3）薬物の融点測定法
薬物の融点は融点測定器（MP・21，’Yamato）により測定した．
（4）薬物の分配係数測定法
　薬物の見かけの分配係数は，n“オクタノール／0．1Mリン酸塩緩衝液（p且6．8）系及び
ダイズ油／0．1Mリン酸塩緩衝液（pH　6．8）系で測定した．　C　10・5’・D：FURの場合，　n一オ
クタノールもしくはダイズ油1gにC10・5’・D：FUR（20mg）を溶解し，それぞれの溶液
に緩衝液（20m1）を加えた．それぞれの混液を室温にて撹益して薬物を分配させた後，
水層中薬物濃度をHPLCにより測定した．5’一DFURの場合，緩衝液5m1に5’一DFUR
（50mg）を溶解させ，　n一オクタノール（409）もしくはダイズ油（359）を加えた．薬物を分
配させた後，油層から7gを分取し，分取液より精製水（2m1）で6回目薬物を抽出した．
その抽出液中薬物濃度をHP：LCで測定した．
（5）薬物のLipop　hilic　lndex（k’）の測定法69）
　アセトニトリル：水系で行った。ノンリテンション物質には，ホルムアミドを用い
た．他は本章実験の部（12）と同様のHPLC条件で行った．
（6）薬物の溶解度測定法
　C10－5’・D：FURを試験管中の精製水に懸濁させ，その試験管を37℃で24時間保持後，
上澄みを分取し，且PLCにより測定して溶解度を求めた．ダイズ油への薬物溶解性は，
薬物（1～350mg）を，1gのダイズ油に加え，60℃に加温，白搾後，室温まで冷却し，1
日放置後の液中に薬物固体が析出しているかを目視することで判定した．
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（7）lll　Vitroにおけるエステラーゼによる加水分解試験法36）
　等張リン酸塩緩衝液（P且7．4）で1unit／m1に希釈したエステラーゼ溶液（5ml）を恒温
槽で37℃とし，それにC10・5’一DFURエタノール溶液（4×10・3　M）を50μ1加えた．
経時的にサンプル（100μ1）を分取し，等量のアセトニトリルを加えて酵素反応を止め
た．サンプル中C10－5’・D：FUR及び5’一DFUR濃度を且PLCにより測定した．ジエス
‘テル誘導体からモノエステル体への分解速度定数（k1）は，　C　10・5’一D：FUR濃度の経時的
減少を片対数グラフにプロットし，その傾きから求めた．モノエステル体からの
5’一DFURの生成速度定数（k2）はC10－5’一DFUR及び5’・D：FUR濃度の経時的変化から，
非線形最小二乗法により求めた．
（8）：LMの調製法70＞
　3．15％（w／v）C10－5’・D：FUR，10％（w／v）ダイズ油，1．2％（w／v）卵黄レシチン，2．5％
（w／v）グリセリン，及び精製水から成る：LM製剤（0／w　emulsion）を以下の方法により
調製した．C10－5’・D：FUR（18．99）と卵黄レシチン（7．29）を80℃で，ダイズ油（609）に溶
解させ，あらかじめ80℃に暖めたグリセリン水溶液で全量を600mlとした．その溶
液をハイドロシャー（HS－0．5型，ゴーリン）で18分オペレートして粗乳液（粒子径＝500
μm）を得た．さらに，高圧ホモジナイザー（：IAB60・10TBS，ゴーリン）で21分オペレ
ートし，LM製剤（600ml）を得た．その：LM製剤は，室温に冷却後，メンブランフィ
ルター（1．0μm）でろ過し，実験まで5℃で保存した．
（9）：LM製剤中薬物含有濃度の測定法
：LM製剤（0．5　ml）をアセトニトリル（250　ml）に溶解後，溶液中C10－5’一DFUR濃度
をHP：LCにより測定した．
（10）　：LMの粒子径測定法
：LM製剤を精製水に希釈後，　N4型コールター（日系機）により：LMの粒度分布を測定
し，重量基準によるメジアン径を求めた．
（11）　動物実験手技
Bollman等の方法71）に従い，以下の実験を行った．約18時間絶食させた雄性ウ
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イスターラット（8週令，体重190～3009）にベントバルビタール麻酔下（40mg／kg）
頚動脈カニューレを施し，麻酔覚醒後，薬物を経口投与した．投与後，ボールマンゲ
ージにラットを固定し，経時的にカニューレより血液（500μ1＞を少量のヘパリン処理
したチューブに採取した．サンプルは，直ちに遠心分離して血漿（250μ1）を分取し，
分析まで凍結した．
　リンパ液採取実験の場合，別の胸管リンパにカニューレを施して絶食させたラット
に，薬物を経口投与し，カニューレより24時間持続的にリンパ液を採取した．
　血漿及びリンパ液中5－FU，5’一DFUR濃度は，　B：P：LCを用いて測定した．72）すな
わち，サンプル（200μ1）に5－iodouracil水溶液（250μ1）とpH6．0，1Mリン酸塩緩衝液
（50μ1）を加え，酢酸エチル（8m1）を加えて10分塗回し，遠心分離後，有機層を分取し
てN2ガスで乾固した残査を移動相（250μ1）に再溶解し，メンブランフィルター（0．22
μm）でろ過後，HPLCに注入した．血漿及びリンパ液r9　C　IO・5’・DFUR濃度は，サン
プル（50μ1）に2倍量のアセトニトリルを加えて除タンパクした後，上澄みをHP：LC
に注入して測定した．また，C10・5’・DFURのモノエステル体の濃度は以下の手順で測
定した．すなわち，リンパ液（250μ1）に100units／mlエステラーゼ溶液（500μ1）を加
えて2時間37℃でインキュベートして，CIO・5’一D：FURとC10－5’一D：FURのモノエス
テル体を全て5’一DFURに変換し，5’一D：FUR濃度を測定して，その薬物濃度と個別に
測定したCIO－5’・D：FURと5’一D：FUR濃度の和との差をC10－5’一DFURのモノエステル
体の濃度と考えた．
（12）　HP：LCを用いた薬物定量の条件
各薬物に関する且P：LCの測定条件を以下に示す．
・機種：：LC－10A，　SPD－10A（島津製作所㈱）
・カラム：YMC・pack“ODS－A（5μm，6．0×150mm，　YMC）
・カラム温度：40℃
・検出波長：266nm
・流速：1．Oml／min
・注入量：25μ1
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Tab　l　e　21Mobile　Phase　for　HPLC
Compound water　：　methano1
5－FU
5’一DFUR
ClO一一5’一一DFUR
95　：
85a）：
5：
5
15
95b）
a）　O．05M　Acetate　buffer　（pH4．0）．b）　Acetonitrile．
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